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张 a PXH” 


摘 


产 酶 条 件 的 优化 。 利 用 法! 


滤纸 分 解 试验 和 纤维 素 酶 活力 测定 ， 从 大 熊猫 闭 


基 纤 维 


形态 学 


Paenibacillus cookii LZ033, ‘6 f&— 


佳 产 酶 条 件 ， 选 取 培 养 基 初 始 pH、 培 养 温度 、 操 


验 结果 的 基础 上 ， 


观察 、 生 理 生 化 特征 和 16S rDNA 


雅 男 ， 


Sth 


要 : ASS EAA REA PS AEP Side Hh ES Bek APT ES A) ba PR IF 


gga” 


哈尔滨 150040; 2. 哈尔滨 医科 大 学 附属 第 二 医院 ， 哈 尔 滨 


哈尔滨 150040) 


素 钠 CCMC-Na) 为 唯一 碳 源 的 培养 基 ， 


对 该 菌株 进行 鉴定 和 


结合 


由 液 染 色 法 、 


筛选 得 到 1 株 纤维 


素 降 解 菌 DL。 结 合 


基因 序列 同 源 性 分 析 ， 初 步 鉴 定 该 菌株 为 


种 产 芽 孢 且 好 氧 的 革 兰 氏 阳 性 引 


菌 。 


为 确定 菌株 DL 的 最 


床 转速 以 及 装 液 量 4 个 因素 ， 在 单 因素 试 


利用 正 交 试验 ， 确 定 菌 株 DL 的 最 佳 产 酶 条 件 为 培养 基 初 始 pH 为 6、 培 


养 温 度 为 35 CC、 摇 床 转速 为 125 r/min、250 mL 三 角 瓶 装 液 量 为 100 mL， 在 此 条 件 下 纤维 


素 酶 活力 (以 滤纸 酶 活力 表示 ) 为 102.3 U/mL. 
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素 的 消化 主要 是 由 肠 道 微生物 来 完成 的 5 …"。 大 熊猫 的 肠 道 只 有 小 肠 和 大 肠 , 肠 道 长 度 较 短 ， 


且 氧 气 含量 较 高 ， 由 此 猜测 大 熊猫 肠 道 更 适宜 需 氧 或 兼 性 厌 氧 的 微生物 生长 5。 大 熊猫 肠 


道中 任何 一 个 微生物 的 改变 都 可 能 引起 其 消化 系统 紊乱 ,甚至 导致 死亡 的 发 生 。 因 此 ,研究 


大 熊猫 肠 道 微生物 区 系 尤为 重要 , 对 肠 道 疾病 可 起 到 一 定 的 预防 作用 ,从 而 改善 大 熊猫 的 健 


康 水 平 , 并 且 也 是 研制 大 熊猫 微 生 态 制剂 的 基础 。 虽然 自然 界 中 存在 着 许多 能 够 降解 纤维 素 


的 微生物 ， 但 是 大 熊猫 属 于 珍 黎 动 物 ， 更 应 该 考虑 喂养 的 安全 性 ， 从 大 熊猫 装 便 中 筛选 出 的 


纤维 素 降 解 菌 比 从 其 他 环境 中 分 离 得 到 的 微生物 更 适合 作为 大 熊猫 的 微 生 态 制剂 或 饲料 添 


加 剂 。 


近年 来 ， 大 熊猫 肠 道 微生物 得 到 了 国内 外 的 广泛 关注 。 例 如 ， 张 志和 等 路 、Hirayama 


等 中 对 大 熊猫 肠 道 菌 群 进行 了 分 离 、 鉴 定 ; 蒋 芳 中 从 熊猫 业 便 中 分 离 、 筛 选 出 能 产生 纤维 


素 酶 的 沙 雷 氏 菌 ， 谷 武 阳 [ 从 熊猫 业 便 中 分 离 、 委 选 出 能 产生 纤维 素 酶 的 芽孢 杆菌 ;Zhou 


等 (从 大 熊猫 肠 道 中 分 离 出 的 芽孢 杆菌 不 仅 能 够 分 解 纤维 素 ， 还 可 以 抑制 肠 道 中 病原 菌 的 


增殖 。 


本 试验 拟 从 雅安 用 峰 峡 基地 饲养 的 健康 、 无 腹泻 大 熊猫 林 冰 的 凑 便 中 分 离 得 到 一 株 需 氧 


的 纤维 素 降解 菌 , 并 对 该 纤维 素 降解 菌 的 产 酶 条 件 进 行 优化 , 以 丰富 纤维 素 酶 的 微生物 来 源 ， 


并 为 大 熊猫 微 生 态 制剂 的 制备 提供 参考 数据 。 


1 材料 与 方法 


试验 样品 为 雅安 用 峰 峡 基 地 饲养 的 健康 、 无 腹泻 大 熊猫 林 冰 雌性 ， 生 于 2009 年 ) 的 


新 鲜 凑 便 。 
12 ”培养 基 
LARERE: 牛肉 膏 3 g， 和 蛋白 肛 10 g，NaCl 5 g， 蒸 馏 水 1 000 mL", 


筛选 培养 基 : 牛肉 膏 3 g，CMC-Na 4 g，NaCl 5 g， 琼 脂 16 g， 蒸 饮水 1000 mL. 
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菌 种 保藏 培养 基 : 酵母 粉 5 g， 蛋白 肛 10 g，NaCl 10 g, 琼脂 20 g， 蒸 馏 水 1 000 mL", 


In 


发 酵 培养 基 : BHR AG 1 g， 葡萄 糖 6g， EAH 8 g, MRE 0.5 g， 蒸 饮水 1000 mL. 


1.3 ”纤维 素 降解 菌 的 筛选 


13.1 BRR 


FERS LIE GH, BRR HESS EP IAB oY 10 g， 放 入 装 有 玻璃 珠 的 90 mL 无 菌 水 中 ， 


连续 振荡 20 min, PRAES. WE 1 mL ee, DAB 100 mL FAR ARE, 


TE 37 C, 150 r/min 恒温 振荡 器 中 培养 24 hll, 


1.3.2 ” 初 筛 


将 培养 后 的 大 熊猫 凑 便 混合 菌 液 做 标准 10 倍 稀释 5 ， 各 吸取 稀释 度 为 105、10“^、10”、 


10” 倍 的 菌 液 100 pL 涂 于 筛选 培养 基 上 ， 每 个 稀释 度 做 3 个 平行 ， 倒 置 放 入 37 'C 培 养 箱 中 


培养 24 nh。 培养 完成 后 滴 加 础 液 染色 中 ， 静 置 3 min， 观 察 培 养 基 上 是 否 产生 透明 圈 。 


1.3.3 A 


测量 培养 基 中 菌落 的 透明 圈 直 径 CD, cm) 与 菌落 直径 《4d，cm)， 计 算 二 者 的 比值 ， 


选取 比值 较 大 的 菌株 测定 纤维 素 酶 活力 已 ]。 


13.3.1 酶 活力 的 测定 


采用 3,5- 二 硝 基 水 杨 酸 (DNS) 试剂 法 测定 纤维 素 酶 活力 中 ,通常 纤维 素 酶 总 活力 用 渡 


纸 酶 活力 (filter paper activity,FPA ) 来 表示 ，FPA 定义 : 每 小 时 底 物 产生 1 umol 葡萄 糖 所 需 


酶 量 为 1 个 酶 活力 单位 CU). FPA (U/mL) 计算 公式 如 下 : 


FPA(U/mL)= (和 葡萄糖 X 酶 液 定 容 体 积 X5.56)/( 反 应 体系 中 加 入 的 酶 量 X 滤 纸 质 量 X 时 间 )。 


式 中 : 5.56 为 1 mg 葡萄 糖 的 pmol 数 。 
1.3.3.2 ”滤纸 分 解 试验 


将 筛选 得 到 的 菌株 放 入 以 滤纸 为 唯一 碳 源 的 液体 培养 基 中 ]， 空 白 对 照 组 不 接种 菌株 。 


E 37 °C. 150 r/min 恒温 振荡 器 中 连续 培养 7d， 每 日 同一 时 间 拍 照 记录 滤纸 分 解 情 况 。 
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14 菌株 鉴定 


1.4.1 阔 株 的 形态 学 观察 及 生理 生化 特征 


观察 菌落 的 隆起 形状 、 形 态 、 透 明度 、 质 地 、 颜 色 、 边 缘 等 。 细 胞 的 形态 学 观察 主要 是 


通过 革 兰 氏 染 色 ， 借 助 显微镜 对 细胞 的 大 小 、 结 构 、 排 练 方式 以 及 芽孢 、 鞭 毛 等 进行 观察 。 


菌株 的 生理 生化 特征 


述 参照 Taxonomic Outline of the Procaryotes, Bergeys Manual of 


Systematic Bacteriology (i WA REA EEA) PET. 


1.4.2 ”菌株 16S rDNA 的 PCR 扩 增 及 序列 分 析 


采用 试剂 盒 对 菌株 基因 组 DNA 进行 提取 ， 使 用 引物 


7F(5’-CAGAGTTTGATCCTGGCT-3’) 和 1540R(5*AGGAGGTGTCCAGCCGCA) 对 菌株 的 16S 


rDNA 序列 进行 扩 增 。PCR 循环 条 件 : 94 < 预 变性 3 min; 94 《变性 1 min, 56 OREK 1 min, 


72 Y 延 伸 2 min, FE 30 个 循环 72 CHES HEH 10 min; 4 “CC 保存 I。 获得 的 PCR 产物 送 至 


上 海 生 工 生物 工程 技术 服务 有 限 公 司 进行 测序 。16S rDNA 序列 在 核糖 体 数据 库 


Chttp://rdp.cme.msu.edu/index.jsp) 上 比 对 。 


1.5 纤维 素 降 解 菌 产 酶 条 件 的 优化 


下 


1.5.1 培养 基 初 始 pH 对 菌株 产 酶 的 影响 


用 1 mol/L HCI 和 1 mol/L NaOH 将 培养 基 pH 分 别 调 为 5.5、6.0、6.5、7.0、7.5。 将 菌 


液 以 4% 接 种 量 接 入 培养 基 装 液 量 为 100 mL 的 250 mL 三 角 瓶 中 ， 然 后 摇 床 转速 150 r/min, 


37 CC 条 件 下 培养 24 hp， 测 定 FPA. 


1.5.2 ”培养 温度 对 菌株 产 酶 的 影响 


将 培养 基 初 始 pH 调 为 6.5， 并 将 菌 液 以 4% 接 种 量 接 入 装 液 量 为 100 mL 的 250 mL 三 


角 瓶 中 , 然后 将 接种 的 培养 基 分 别 放 入 33、35、37、39、41 'C 的 培养 箱 中 , 摇 床 转速 150r/min 


条 件 下 培养 24 hp， 测定 FPA. 


1.5.3 ” 摇 床 转速 对 菌株 产 酶 的 影响 


JF! 
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将 培养 基 初 始 pH 调 为 6.5， 并 将 菌 液 以 4% 接 种 量 接 入 装 液 量 为 100 mL 的 250 mL 三 


角 瓶 中 ， 然 后 将 摇 床 转速 分 别 设 定 为 100、125、150、175、200 r/min，35 CC 条件 下 培养 24 


h， 测 定 FPA. 


1.5.4 ” 装 液 量 对 菌株 产 酶 的 影响 


在 250 mL 三 角 瓶 中 分 别 装 入 60、80、100、120、140 mL 培养 基 ， 培 养 基 初始 pH 为 


6.5， 将 菌 液 以 4% 接 种 量 接 入 培养 基 中 ， 摇 床 转速 125 r/min, 35 CC 条 件 下 培养 24 h, WE 


FPA. 
1.5.5” 正 交 优 化 试验 


本 试验 选取 培养 基 初 始 pH (A)、 培 养 温 度 (B) ERR C 和 装 液 量 (D)4 个 因素 ， 


在 单 因素 试验 结果 的 基础 上 设计 正 交 试验 ， 正 交 试 验 采取 LO GO 正 交 试 验 表 ， 从 而 得 到 


纤维 素 降 解 菌 最 适 产 酶 条 件 。 


2 结果 与 分 析 


2.1 纤维 素 降解 菌 的 筛选 


2.1.1 PSF 


如 图 1 所 示 ， 培 养 24 h 后 用 碘 液 染色 ， 可 清晰 的 看 出 菌落 周围 的 透明 圈 ， 在 培养 基 上 


共有 2 处 菌落 产生 了 透明 圈 (图 1 中 箭头 所 示 )， 其 中 左 侧 产 透明 圈 的 菌株 命名 为 LD， 石 


侧 产 透明 的 菌株 命名 为 DL。 


1 菌株 LD 和 DL 在 CMC-Na 平 板 上 的 透明 圈 


Fig.l Transparent circle of strains LD and DL on CMC-Na plate 


2.1.2 Hii 
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2.1.2.1 酶 活力 测定 结 


FPA 测定 结果 见 表 1。 通 过 比较 FPA， 确 定 菌株 DL 为 得 选 出 的 纤维 素 降 解 菌 。 将 分 离 


纯化 的 菌株 移 至 菌 种 保藏 培养 基 上 ，4 °C 保存 。 


表 1 FPA 测定 结果 


Table 1 Determination results of FPA 


菌株 透明 圈 直 径 菌落 直径 Did 滤纸 酶 活力 

Strains Transparent circle diameter Colony diameter (d)/cm D/d value FPA/(U/mL) 
(D)/cm 

LD 0.45 0.15 3 69.8 

DL 0.75 0.15 5 84.5 


2.1.2.2 ”滤纸 分 解 试 验 结果 


将 菌株 DL 接 入 培养 基 观 察 7 d。 从 图 2 中 可 以 看 出 ， 第 2 天 培养 基 中 完整 的 滤纸 边缘 


HELA; 第 3 天 培养 基 中 的 絮 状 物 增加 ,滤纸 有 所 缺失 ; 第 5 天 扇形 的 滤纸 彻底 变 成 纸 


JS, TAPPER HA, 到 第 7 天 ,三 角 瓶 中 出 现 挂 壁 现 象 , 产生 了 大 量 的 细菌 ， 滤 纸 基 本 被 


分 解 ， 培养 基 变 得 更 加 浑浊 。 这 说 明 从 大 能 狂 装 便 中 筛选 获得 的 戎 株 DL 可 以 产生 纤维 素 酶 


并 具有 纤维 素 降解 能 


第 2 天 The 2nd day 第 3 天 The 3th day 第 5 天 The Sth day 第 7 天 The 7th day 


图 2 滤纸 分 解 试验 结果 
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Fig.2 Filter paper decomposition experiment results 


2.2 WREE 


2.2.1 菌株 的 形态 学 观察 及 生理 生化 特征 
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如 图 3 所 示 ， 菌 落 形 态 呈 现 圆 形 旦 菌落 边缘 呈 不 规则 锯齿 状 , 表面 凸 起 ， 阔 落 不 透明 呈 


乳白 色 ， 直 径 为 1.0~1.5 cm。 


Fig.3 Colonies morphology of strain DL 


图 3 菌株 DL 的 菌落 形态 


从 表 2 中 可 知 ， 菌 株 DL 为 革 兰 氏 阳 性 菌 ， 好 氧 ， 芽 孢 染 色 、 接 触 酶 、 氧 化 酶 、 


V-P WEHBE, PA HR MERRE. BR DL 可 利 


Hal ad WR 


Mi. HEME. PLR. Tea RR AEST ARRAN, We HA rE A E SAY E EH 


ae 2 


菌株 DL 的 生理 生化 特征 鉴定 结果 


Table 2 Identification results of physiological and biochemical characteristics of strain DL 


测试 指标 Test indices 


厌 氧 生长 试验 Anaerobic growth test 


{Bi 
[Ik 
al 
y 
R 
= 
Q 
fev} 
B 
S 
E. 
z 


ae 


芽孢 染色 试验 Spore stain test 


接触 酶 试验 Contact enzyme test 


氧化 酶 试验 Oxidase test 


甲 基 红 试验 Methylred test 


V-P 试验 V-P test 


结果 Results 


= 葡萄 糖 利 用 试验 Glucose utilization test 十 


he 


测试 指标 Test indices 


十 果糖 利用 试验 Fructose utilization test 十 


结果 Results 


乳糖 利用 试验 Galactose utilization test 一 


+r 甘露 糖 利 用 试验 Mannose utilization test F 
+F 芒 糖 利用 试验 Sucrose utilization test 一 
一 乳糖 利用 试验 Lactose utilization test 十 
+ 麦芽 糖 利用 试验 Maltose utilization test 一 


139 


140 


141 


142 


143 


144 


DIBER Indole test 


硫化 氧 试验 Hydrogen sulfide test 


“十 ” 阳性 ;“ 一 ” BARE. ‘+ : positive; 
2.2.2 16S rDNA 测序 结果 分 析 

菌株 DL 经 过 PCR 扩 ] 
测序 结果 (图 4) 经 BLAST 


LZ033 亲缘 关系 最 近 ， 同 源 性 为 99%， 在 NCBI 上 的 登 问 


构建 系统 发 育 树 ， 如 图 5 所 示 。 


AGCGGCGGAC 
TAACTACCGG 
AGCGGTAATG 
GCATTAGCTA 
CGACCTGAGA 
CCTACGGGAG 
GGAGCAACGC 
GCCAGGGAAG 
GAGAAGAAAG 
GGGGCAAGCG 
ACTTAAGTCT 
ACTGGGTGAC 
TGAAATGCGT 
GGCTGTAACT 
ATACCCTGGT 
TCGATACCCT 
TACGGTCGCA 
AGTGGAGTAT 
TTGACATCCC 
GAGACAGGTG 
TAAGTCCCGC 
GTGGGCACTC 
GACGTCAAAT 
TGGCCAGTAC 
AGCTGGTCTC 
AATTGCTAGT 
CTTGTACACA 


GGGTGAGTAA 
AAACGGTAGC 
AAAGACGGAG 
GTTGGTGAGG 
GGGTGAACGG 
GCAGCAGTAG 
CGCGTGAGTG 
AACGTCGGAT 
CCCCGGCTAA 
TTGTCCGGAA 
GGTGTTTAAG 
TTGAGTGCAG 
AGAGATGTGG 
GACGCTGAGG 
AGTCCACGCC 
TGGTGCCGAA 
AGACTGAAAC 
GTGGTTTAAT 
TCTGAATCCT 
GTGCATGGTT 
AACGAGCGCA 
TAGAATGACT 
CATCATGCCC 
AACGGGAAGC 
AGTTCGGATT 
AATCGCGGAT 
CCGCCCGTCA 


‘ 


淀粉 利用 试验 Starch utilization test 


utilization test 


, . 
: negative. 


HY 16S rDNA 获得 大 小 为 1 400 bp 的 条 带 ， 


CACGTAGGCA 
TAATACCGGA 
CAATCTGTCA 
TAACGGCTCA 
CCACACTGGG 
GGAATCTTCC 
ATGAAGGTTT 
AGAGTAACTG 
CTACGTGCCA 
TTATTGGGCG 
GCTAGGGCTC 
AAGAGGAAAG 
AGGAACACCA 
CGCGAAAGCG 
GTAAACGATG 
GTTAACACAT 
TCAAAGGAAT 
TCGAAGCAAC 
CTAGAGATAG 
GTCGTCAGCT 
ACCCTTGATT 
GCCGGTGACA 
CTTATGACCT 
GAAGTCGCGA 
GCAGGCTGCA 
CAGCATGCCG 
CACCACGAGA 


基 纤 维 素 钠 利 用 试验 CMC-Na 


ACCTGCCCGT 
TAATTTATCG 
CTTACGGATG 
CCAAGGCGAC 
ACTGAGACAC 
GCAATGGGCG 
TCGGATCGTA 
CTATCCGAGT 
GCAGCCGCGG 
TAAAGCGCGC 
AACTCTAGTT 
TGGAATTCCA 
GTGGCGAAGG 
TGGGGAGCAA 
AATGCTAGGT 
TAAGCATTCC 
TGACGGGGAC 
GCGAAGAACC 
AGGCGGCCTT 
CGTGTCGTGA 
TTAGTTGCCA 
AACCGGAGGA 
GGGCTACACA 
GATGGAGCCA 
ACCCGCCTGC 
CGGTGAATAC 
GTTTACAACA 


LA 16S rDNA 的 特征 。 


同 源 性 分 析 , 结果 表明 菌株 DL 4 28 F (HFT fel ( Paenibacillus cookii) 


fF 号 为 JQ073763 。 采 用 MEGA 7.0 


AAGACCGGGA 
CTTCGCATGG 
GGCCTGCGGC 
GATGCGTAGC 
GGCCCAGACT 
AAAGCCTGAC 
AAGCTCTGTT 
GACGGTACCT 
TAATACGTAG 
GCAGGCGGTC 
CGCACTGGAA 
CGTGTAGCGG 
CGACTTTCTG 
ACAGGATTAG 
GTTAGGGGTT 
GCCTGGGGAG 
CCGCACAAGC 
TTACCAGGTC 
CGGGACAGAG 
GATGTTGGGT 
GCACATTAAG 
AGGCGGGGAT 
CGTACTACAA 
ATCCTATCAA 
ATGAAGTCGG 
GTTCCCGGGT 
CCCGAAGTCG 
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1351 GTGGGGTAAC CGCAAGGAGC CAGCCGCCGA AGGTGGGGTA GATGA 
4 序列 测定 结 
Fig.4 Determination result of sequence 


Paenibacillus cookii(AJ250319) 
23 
| Paenibacillus cookii(AJ438302) 
Paenibacillus coo 


kii (THAJ250317) 


Enterobacteriaceae bacterium MB6-2( EF581856) 


Paenibacillus cookii(DQ153950) 


DL 


ibacillus cookii(KF217125) 


Paenibacillus cookii(JQ073763) 


Paenibacillus cookii(KF873508) 


Ee 
0.00050 


Paenibacillus cookii: 类 芽孢 杆菌 ; Enterobacteriaceae bacterium: 肠 杆 菌 科 细菌 。 


图 5 菌株 DL 16S rDNA 基因 序列 的 系统 发 育 树 


Fig.5 Phylogenetic tree of 16S rDNA gene sequence of strain DL 
2.3 菌株 DL 产 酶 条 件 的 优化 


2.3.1 培养 基 初 始 pH 对 产 酶 的 影响 


培养 基 的 pH 对 微生物 生长 有 很 大 的 影响 , 可 影响 代谢 过 程 中 酶 的 活性 及 微生物 对 营养 


物质 的 吸收 RI。 菌 体 生 长 需要 适合 的 pH, 微生物 才能 进行 正常 代谢 。 如 图 6 中 所 示 ， 


5.5~6.5 范围 内 ,FPA 呈 上 升 趋势 ,FPA 在 pH 为 6.5 时 达到 了 最 大 值 88.7 U/mL。pH 为 7 


It, FPA = FEBA, Æ pH 为 7.5 时 ， 达 到 了 最 小 值 58.8 U/mL。 由 以 上 结果 确定 


验 中 培养 基 初 始 pH 的 水 平 为 6.0、6.5 和 7.0。 


s] 一 一 R 


D 
© 
1 


FPA( U/mL) 
è 


N 
© 
i 


o 


55 6 6.5 7 75 
pH 


6 培养 基 初 始 pH 对 菌株 DL 产 酶 的 影响 


pH 在 


.0~7.5 


E 交 试 
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Fig.6 Effect of medium initial pH on the cellulase production of strain DL 


2.3.2 ”培养 温度 对 产 酶 的 影响 


当 培 养 温度 在 一 定 的 范围 内 ,微生物 的 生长 及 其 代谢 产物 的 合成 在 一 定 程度 上 是 依赖 于 


温度 的 升 高 的 ， 如 果 温 度 过 高 ， 代 谢 产 物 的 合成 会 受到 抑制 , 特别 对 酶 类 物质 会 产生 很 大 的 


影响 。 如 图 7 中 所 示 ， 培养 温度 在 33~35 CC 范围 内 ， 随 着 培养 温度 的 升 高 ，FPA 是 逐渐 增 大 


AW, 在 35 'C 到 最 大 值 91.1 U/mL。 培 养 温度 在 在 37~41 之 间 ， 随 着 培养 温度 的 升 高 ，FPA 


逐渐 下 降 ， 在 41 'C 时 FPA 最 低 ， 这 是 由 于 培养 温度 过 高 ， 不 适合 菌株 DL 生长 ， 导 致 产 酶 


受 影 响 。 由 以 上 结果 确定 正 交 试验 中 培养 温度 的 水 平 为 33、35 和 37 C. 


804 LN 
y 
604 
f 


33 35 37 39 41 
aE CC) 


FPA( U/mL) 


图 7 培养 温度 对 菌株 DL 产 酶 的 影响 


Fig.7 Effect of culture temperature on the cellulase production of strain DL 


2.3.3” 摇 床 转速 对 产 酶 的 影响 


在 菌株 培养 过 程 中 ， 振 荡 可 使 菌株 与 氧气 接触 更 加 充分 ， 通 过 振荡 可 使 溶 氧 量 增 大 。 


T 


还 可 使 菌株 与 培养 基 中 的 营养 物质 更 好 地 接触 ， 有 利于 营养 物质 的 利用 。 如 图 8 EN, 


床 转速 在 100~125 r/min 之 间 ， 随 着 振荡 频率 的 提高 ，FPA 呈 上 升 趋势 ，125 r/min 时 FPA 为 


89.0 U/mL。 当 转速 超过 125 r/min IN, FPA 下 降 ， 这 可 能 是 由 于 菌株 DL 的 需 氧 量 有 限 。 由 


以 上 结果 确定 正 交 试验 中 摇 床 转速 的 水 平 为 100、125 和 150 r/min. 
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oN 


FPA( U/mL) 


400 125 150 175-200 


摇 床 转速 emin) 


图 8 摇 床 转速 对 菌株 DL 产 酶 的 影响 


Fig.8 Effect of shaker speed on the cellulase production of strain DL 


2.3.4” 装 液 量 对 产 酶 的 影响 


在 菌株 培养 过 程 中 , 装 液 量 也 会 影响 深 氧 量 ,， 装 液 量 过 多 会 降低 氧气 售 量 , 使 好 氧 的 菌 


株 生 长 受到 抑制 , 但 是 过 低 的 装 液 量 也 不 利于 菌株 的 生长 。 如 图 9 中 所 示 ， 随 着 装 液 量 的 增 


加 ，FPA 逐渐 增 大 。 装 液 量 为 120 mL 时 ，FPA 达到 最 大 值 84.2 U/mL. 但 装 液 量 增加 到 140 


mL 时 ，FPA 则 降低 为 58.7 U/mL， 这 可 能 是 由 于 菌株 DL 本 身 为 需 氧 型 ,氧气 过 低 可 能 会 


影响 菌株 DL 的 生长 使 得 产 酶 受 抑制 。 由 以 上 结果 确定 正 交 试验 中 装 液 量 的 水 平 为 100、 


120 和 140 mL. 


FPA (U/mL) 


60 80 100 120 140 


装 液 量 (mL) 


图 9 装 液 量 对 菌株 DL 产 酶 的 影响 


Fig.9 Effect of liquid medium volume on the cellulase production of strain DL 


2.3.5 正 交 优化 试验 结果 


2.3.5.1 产 酶 条 件 的 正 交 优化 试验 


正 交 试验 结果 见 表 3， 从 极 差 可 知 ，4 个 因素 对 FPA 影响 从 大 到 小 的 顺序 依次 为 温度 、 
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摇 床 转速 、 装 液 量 、 培 养 基 初始 pH。 最 优 的 产 酶 条 件 应 为 AlB2C2Di， 即 培养 基 初 始 pH 为 


6、 培 养 温 度 为 35 ‘C、 摇 床 转速 为 125 r/min, 250 mL 三 角 瓶 装 液 量 为 100 mL. 


RI 正 交 试验 结果 


Table 3 Results of orthogonal test 


因素 Factors 


试验 号 A CFE B OAR E C[ 摇 床 转速 D CORME 
Test number pH Medium Culture Shaker speed/ Liquid medium 
initial pH) temperature (r/min) ] volume/mL ) 
/°C) 
1 1 (6.0) 1 (33) 1(100) 1(100) 
2 1 (6.0) 2 (35) 2(125) 2(120) 
3 1 (6.0) 3 (37) 3(150) 3(140) 
4 2 (6.5) 1 (33) 2(125) 3(140) 
5 2 (6.5) 2 (35) 3(150) 1(100) 
6 2 (6.5) 3 (37) 1(100) 2(120) 
7 3 (7.0) 1 (33) 1(100) 2(120) 
8 3 (7.0) 2 (35) 3(150) 3(140) 
9 3 (7.0) 3 (37) 2(125) 1(100) 
均值 1 k1 86.4 79.9 82.9 86.7 
均值 2 ky 84.5 92.0 88.4 84.7 
均值 3 ks 82.4 81.4 81.9 81.9 
极 差 R 4.0 12.1 6.5 4.7 


2.3.5.2 ”优化 条 件 的 验证 试验 


U/mL 


滤纸 酶 活力 


FPA 


82.6 


98.2 


91.8 


80.2 


85.6 
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最 优 的 产 酶 条 件 AIB2C2Di 未 出 现在 正 交 表 中 ， 所 以 需要 与 正 交 表 中 FPA 最 高 的 组 合 


(AiB2C2D;) 进行 比较 ， 结 果 见 表 4。 


表 4 验证 试验 结果 


Table 4 The results of verificatio test 


AlB2C2D: 


AB2C2D; 


滤纸 酶 活力 


FPA/(U/mL) 


98.2 


102.3 


如 表 4 所 示 , 通过 极 差 分 析 得 到 的 组 合 ABCD: 所 产生 的 FPA 略 高 于 通过 正 交 试验 得 


到 的 最 优 组 合 ABCD 产生 的 FPA。 因 此 可 确定 最 佳 的 产 酶 条 件 


: 培养 基 初 始 pH 为 6、 培 


养 温 度 为 3SC 、 摇 床 转速 为 125 r/min, 250 mL 三 角 瓶 装 液 量 为 100 mL, 此 组 合 FPA 为 102.3 


U/mL， 与 优化 前 相 比 提高 了 1.2 倍 。 


3 讨 论 


大 熊猫 的 膳食 以 粗 硬 又 难 


消 


化 的 竹子 为 主 , 常年 食用 大 量 竹 子 


很 容易 对 其 消化 道 造 成 损 


伤 ， 它 排出 的 粪便 几乎 都 是 竹 节 ， 竹 子 利用 力 极 低 。Zhu 等 "对 大 熊猫 肠 道 菌 群 的 宏基 因 组 


进行 了 研究 ， 发 现存 在 纤维 素 酶 基因 , 证 明了 大 熊猫 肠 道 内 存在 可 降解 纤维 素 的 微生物 。 马 


海 玲 呈 对 大 熊猫 凑 便 中 的 微生物 进行 培养 ， 利 用 刚果 红 及 滤纸 崩溃 试验 筛选 得 到 具有 纤维 


素 降解 能 力 的 真菌 和 放 线 菌 。 


维 素 降 解 真菌 。 本 试验 采用 牛肉 襄 和 蛋白 肪 培养 基 ， 则 在 


刘 艳 红 等 忆 对 大 熊猫 凌 便 中 的 真菌 


= 


进行 分 离 培养 ， 筛 选 出 纤 


选 出 能 产 纤维 素 酶 的 细菌 ， 因 为 细 


细菌 有 很 好 的 热 稳定 性 ， 更 适用 于 基因 工程 菌 。 


培养 基 以 羧 甲 基 纤 维 素 钠 作为 唯一 碳 源 ， 利 用 碘 液 染色 ， 染 


me 


初步 判断 细菌 降解 纤维 素 的 能 力 。 羧 甲 基 纤维 素 钠 在 纤维 素 酶 的 作 


瑚 生长 速度 快 、 发 酵 时 间 较 短 ; 产 纤维 素 酶 的 细 彬 更 容易 获得 ， 表 达 水 平 高 ; 产 纤 维 素 酶 的 


色 形 成 的 透明 圈 大 小 可 以 


用 下 分 解 为 纤维 素 二 糖 和 
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成 棕色 复合 物 ， 最 后 只 有 在 纤维 素 降 和 角 


Fa 


腐 殖 土壤 中 筛选 获得 产 纤维 素 酶 的 菌株 。 碘 液 染色 只 能 


的 特性 , 因此 需要 进行 复 筛 。 复 得 时 先 测定 纤维 素 酶 活 


分 解 试验 , 滤纸 的 主要 成 分 是 纤维 素 , 滤纸 分 解 试 验 可 


菌 周围 产生 透明 圈 。 李 争 明 中 J 用 8 
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葡萄 糖 糖 ， 碘 液 不 能 与 纤维 素 二 糖 和 和 葡萄 糖 形成 标 色 复合 物 ， 但 碘 液 可 以 与 羧 甲 基 纤 维 铀 形 


液 染色 法 从 腐 木 、 


初步 反映 出 纤维 素 降解 菌 产 纤维 素 酶 


力 并 选取 产 酶 活力 较 高 的 菌株 做 滤纸 


进一步 验证 得 选 出 的 菌株 具有 降 


ES 
a 

pa 
aS 


维 素 的 能 力 ， 菌 株 如 果 可 以 在 以 滤纸 为 唯一 碳 源 的 液体 培养 基 中 生长 ， 则 滤纸 会 被 分 解 ， 而 


且 分 解 程度 越 大 说 明 产 纤维 素 酶 能 力 越 好 。 


对 细菌 进行 种 属 鉴定 最 常用 的 方法 就 是 16S rDNA 序列 同 源 性 分 析 , 再 结合 系统 发 育 分 


析 及 生理 生化 特征 就 可 以 很 好 地 对 细菌 进行 分 类 ， 它 是 菌 种 鉴定 的 标准 方法 。 樊 程 等 中、 


荣华 等 中 1、 杨 伟 平 等 "都 从 动物 肠 道中 分 离 出 了 纤维 


生化 特征 及 16Sr DNA 序列 分 析 。 


在 微生物 生长 繁殖 过 程 


素 降 解 菌 ， 种 属 鉴 定时 均 使 用 了 生理 


， 菌 体 的 培养 条 件 对 其 生长 和 代谢 产物 的 积累 都 有 重要 的 影 


N 


ie FE A a AE, A See RR E AY AAE HAR, AE 


要 通过 改变 培养 条 件 来 提高 代谢 产物 的 合成 量 。 本 试验 通过 改变 培养 基 初 始 pH、 培 养 温度 、 


摇 床 转速 及 装 液 量 从 而 提高 纤维 素 酶 活力 。 曹 涵 文 等 


菌 为 好 氧 的 假 单 胞 菌 (Pseudomonas poae RE*1-1-14) 


从 大 熊猫 装 便 中 筛选 出 1 株 纤维 降解 


T 


并 对 其 产 酶 条 件 进 行 优化 ， 结 果 最 适 


加 


pH 为 6、 培 养 温 度 26 'C、 摇 床 转速 150 r/min、 装 液 量 30%， 在 此 条 件 下 产 酶 活力 最 高 。 


试验 科 选 出 的 菌株 为 Paenibacillus cookii LZ033, 该 菌株 最 适 产 酶 条 件 是 培养 基 初 始 pH 为 6、 


培养 温度 为 35 C, REREN 125 r/min、250 mL 三 


瓶装 液 量 为 100 mL， 在 此 条 件 下 纤 


维 素 酶 活力 最 高 。 这 与 曹 涵 文中 的 试验 结果 不 同 ,虽然 


素 降 解 菌 ， 但 由 于 菌株 不 同 ， 使 得 产 酶 条 件 存在 差异 。 


此 次 筛选 出 的 菌株 Paenibacillus cookii LZ033, 3 


制 微 生 态 制剂 中 使 用 最 广泛 的 益生 菌 之 一 。 用 生长 速度 


都 是 从 大 熊猫 类 便 中 分 离 出 来 的 纤维 


属于 芽孢 杆菌 目 ， 芽 孢 杆菌 是 目前 研 


快 且 产 酶 活力 高 的 菌株 研制 微 生 态 制 
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剂 喂养 动物 时 ， 菌 株 在 短 时 间 内 就 可 在 肠 道 中 繁殖 ， 有 助 于 维系 肠 道内 微 生 态 平衡 疡 :。 本 


次 试验 获得 的 菌株 Paenibacillus cookii LZ033 可 以 分 泌 纤维 素 酶 ， 它 在 饲料 添加 剂 或 大 熊猫 


mA 
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© 
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E 态 制剂 的 制备 上 具有 应 用 潜力 。 
结 论 
从 大 熊猫 林 冰 粹 便 中 筛选 出 的 纤维 素 降解 菌 DL 经 形态 学 观察 、 生 理 生 化 特征 和 16S 


IDNA 序列 同 源 性 分 析 ， 鉴 定 为 Paenibacillus cookii LZ033。 


所 筛选 菌株 DL 的 最 佳 产 酶 条 件 是 培养 基 初 始 pH 为 6, 培养 温度 为 35 C, 摇 床 转速 为 


125 r/min, 250 mL 三 角 瓶 装 液 量 为 100 mL, 在 此 条 件 下 培养 24h，FPA 为 102.3 U/mL. 


参考 文献 : 
[1] 王 海 娟 , 潘 渠 .大 熊猫 肠 道 正常 菌 群 降 解 纤维 素 的 机 制 四 .中国 微 生 态 学 杂 


[2] 


[3] 


[4] 


[5] 


[6] 


[7] 


志 ,2014,26(2):225-228. 


赵 珊 , 吕 雯 婷 , 刘 杰 ,等 .! 株 大 熊猫 肠 道 纤维 素 降 解 菌 的 分 离 鉴定 及 其 酶 学 性 质 [可 . 微 生物 


学 杂志 ,2015(1):73-78. 


能 焰 , 李 德 生 , 王 印 ,等 .卧龙 自然 保护 区 大 熊猫 


$ 


样 菌 群 的 分 离 鉴 定 与 分 布 研究 [中 .畜牧 曾 


医学 报 ,2000,31(2):165-170. 


马 清 义 .大 熊猫 消化 道 正常 菌 群 的 分 离 鉴 定 及 药 敏 性 研究 [D]. 硕 士 学 位 论文 .咸阳 :西北 


农林 科技 大 学 ,2006. 
曹 涵 文 , 吴 珑 万, 甘 乾 福 ,等 .能 狂 闭 便 中 纤维 素 降 解 菌 的 筛选 与 鉴定 可. 家畜 生态 学 


报 ,2015,36(6):19-25. 


郭 明 月 , 芮 国 印 , 马 晓 瑞 ,等 .大 熊猫 肠 道 产 果 胶 酶 细菌 的 多 样 性 及 产 酶 特性 四 .应 


与 环境 


生物 学 报 ,2016,22(1):127-132. 
LI R Q,FAN W,TIAN G,et al.The sequence and de novo assembly of the giant panda 


genome[J].Nature,2010,463(7279):3 11-317. 


刊 


265 


266 


267 


268 


269 


270 


271 


272 


273 


274 


275 


276 


277 


278 


279 


280 


281 


282 


283 


284 


285 


286 


287 


[8] Jad SR we, Be SE, Jed GN, SK RR i He ba EB) OP FE Pe [I]. he AE A A 


4k,2016,43(6):1366-1371. 
[9] FANG W,FANG ZM,ZHOU Pet al.Evidence for lignin oxidation by the giant panda fecal 
microbiome[J].PLoS One,2012,7(11):e50312. 
[10] TUN H M,MAUROO N F,YUEN C S,et al.Microbial diversity and evidence of novel 
homoacetogens in the gut of both geriatric and adult giant pandas (Ailuropoda 


melanoleuca)[J].PLoS One,2014,9(1):e79902. 


[11] fl A, X aE, KA R, SOR I He hk AE AS A) HE). ae 


&,2005,37(4):57-59. 


[12] 张 志 和 , 何 光 昕 , 王 行 亮 ,等 .大 熊猫 肠 道 正 常 菌 群 的 研究 [中 . 兽 类 学 报 ,1995,15(3):170-175. 


[13] HIRAYAMA K,KAWAMURA S,MITSUOKA T,et al.The faecal flora of the giant panda 


(Ailuropoda melanoleuca){J].Journal of Applied Bacteriology, 1989,67(4):41 1-415. 


[14] “ 蒋 芳 .纤维 素 酶 产生 菌 的 分 离 鉴定 、 系 统 发 育 分 析 及 发 酵 条 件 与 酶 学 性 质 研究 [D]. 硕 士 


学 位 论文 .成 都 :四 川 大 学 ,2006. 


[15] 谷 武 阳 .大 熊猫 肠 道 纤维 素 分 解 菌 的 筛选 及 有 -和 葡 敬 糖 


竹 基 因 的 克隆 与 表达 [D1]. 人 硕士 学 


TH 


位 论文 .雅安 :四 川 农业 大 学 ,2014. 

[16] ZHOU Z Y,ZHOU X X,ZHONG Z J,et al.Investigation of antibacterial activity of Bacillus 
spp.isolated from the feces of giant panda and characterization of their antimicrobial gene 
distributions[J].World Journal of Microbiology and 


Biotechnology,2014,30(12):3129-3 136. 


[17] FRE BR aS Ee i, E.K RE A a PLAT ba EO A Se Ae HS EGE] AE 


学 通报 ,2016,43(2):351-359. 


[18] 容 海 洋 , 程 仕 伟 ,黄田 红 , 等 . 产 纤维 素 酶 的 解 淀粉 芽孢 杆菌 分 离 鉴定 及 酶 学 性 质 研 究 [可 . 


288 


289 


290 


291 


292 


293 


294 


295 


296 


297 


298 


299 


300 


301 


302 


303 


304 


305 


306 


307 


308 


309 


310 


[19] 


[20] 


[21] 


[22] 


[23] 


[24] 


[25] 


[26] 


[27] 


[28] 


[29] 


食品 科学 技术 学 报 ,2014,32(3):43-47,53. 


马 海 玲 .基于 动物 辩 便 的 纤维 素 分 解 菌 筛 选 及 分 解 纤维 素 能 力 研 究 [D]. 硕 士 学 位 论文 . 


北京 :中 国 地 质 大 学 ,2012. 
KASANA R C,SALWAN R,DHAR H,et al.A rapid and easy method for the detection of 
Microbial cellulases on agar plates using gram's iodine[J].Current 


Microbiology,2008,57(5):503-507. 


BE AEP OL, J as SE. K RE i E T HE x SPE E ES OT Se BO EE I [T]he AE 


4&,2012,52(9):1113-1121. 


FA FE DL. — a eta HD EP AR R 0 HE a S i as De HE JOE FED] AE A FE RE 


大 学 ,2004. 
GARRITY G M,BELL J A,LILBURN T G.Taxonomic outline of the procaryotes,Bergey’s 


manual of systematic bacteriology[M].2nd ed.New York:Springer,2004. 


东 秀 珠 , 蔡 妙 英 . 常 见 细菌 系统 鉴定 手册 [MI]. 北 京 :科学 出 版 社 ,2001. 


琳 华 , 印 成 书 , 胡 国 全 ,等 .一 株 大 熊猫 肠 道 大 氧 纤维 素 菌 的 分 离 鉴 定 、 系 统 发 育 分 析 及 生 


物 学 特性 的 研究 [J]. 应 用 与 环境 生物 学 报 ,2006,12(2):239-242. 


李 争 明 .纤维 素 酶 产生 盏 的 筛选 、 发 酵 产 酶 条 件 优化 及 酶 学 特性 研究 [D]. 硕 士 学 位 论文 . 


武汉 :湖北 工业 大 学 ,2014. 
ZHU L F,WU Q,DAI J Yet al.Evidence of cellulose metabolism by the giant panda gut 
microbiome[J].Proceedings of the National Academy of Sciences of the United States of 


America,2011,108(43):17714-17719. 


CH 
Ww 


工 , 钟 志 军 , 艾 生 权 , 等 . 亚 成 体 大 熊猫 肠 道 纤维 素 降 解 真菌 的 分 离 与 鉴定 [四 .中国 兽 


x 


医科 学 ,2015(1):43-49. 


的 分 离 鉴 定 及 酶 学 特 ' 


= 


AY At [J]. 


Ey 


杨 伟 平 ,和 孟 凡 旭 , 马 丽 ,等 . 藏 香 猪 源 纤 维 素 分 解 


311 
312 


313 


314 


315 


316 


317 


318 


319 
320 
321 
322 
323 
324 
325 
326 
327 
328 
329 
330 
331 
332 
333 


养 学 报 ,2014,26(3):620-629. 


Screening of Celluloytic Bacterium from Giant Panda’s Feces and Optimization of Condition for 
Cellulase Production 
ZHANG Zhil YIN Wenzhe” YANan' MA Jianzhang* 
(1. School of Forestry, Northeast Forestry University, Haerbin 150040, China; 2. The Second 
Affiliated Hospital of Harbin Medical University, Haerbin 150086, China; 3. College of 


Wildlife Resources, Northeast Forestry University, Haerbin 150040, China) 


Abstract: This experiment aimed to screen and identify the cellulose-decomposing bacterium 
isolated from the feces of giant pandas, and condition for producing cellulase was optimized. The 
cellulase-producing bacterium named DL was isolated from the feces of giant pandas, used the 
methods of sodium carboxymethylcellulose (CMC-Na) as unique carbon source and iodine 
staining, disintegration of filter paper test and measurement of cellulase activity. Based on the 
morphological observation, physiological and biochemical characteristics and the result of 
sequences alignment of 16S rDNA, strain DL was identified as Paenibacillus cookii LZ033.The 
strain of Paenibacillus cookii LZ033 was found to be a spore-forming, gram-positive aerobic 
bacterium. Medium initial pH, culture temperature, shaker speed and liquid medium volume were 
chosen to determine the optimum condition for cellulase production. On the basid of the single 
factor experiment, the orthogonal experiment was used to analysis the optimum condition for 
cellulase production of strain DL, which was shown as follows: medium initial pH 6, culture 
temperature 35°C, rotation speed 125 r/min, broth liquid medium volume 100 mL in 250 mL flask. 
Under the optimum condition, the activity of cellulose (expressed in FPA) was up to 102.3 U/mL. 
Key words: feces of giant pandas; celluloytic bacterium; conditions for cellulase production 
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